Development of three-dimensional mathematical model for studying cell dynamics in colonic crypt by 村野 享正
  
早稲田大学大学院 先進理工学研究科 
 
 
 
 
博 士 論 文 概 要 
 
 
 
 
 
 
論  文  題  目  
 
結腸陰窩細胞動態解明のための 
三次元数理モデルの構築 
 
Development of three-dimensional mathematical model for 
studying cell dynamics in colonic crypt 
 
 
 
 
 
申  請  者 
 
村野 
 
享正 
 
Takamasa 
 
MURANO 
 
生命医科学専攻 環境生命科学研究 
 
 
 
 
2016 年 12 月  
 
 
  
  
No. 1 
 国立 がん セン タ ーによ る 最 新の 統 計にお いて 、 大 腸 癌の死 亡率 ・罹 患 率はい ず
れも高 い順 位に つ けてい る 。 その た め、特 に大 腸の 大 部分を 占め る結 腸 で発生 す
る結腸 癌に つい て 、治療 法を 探索 す ること が、 これ か らの社 会の 中で 重 要性を 増
すと考 えら れる 。  
 治療 法探 索の た めには 、結 腸癌 の 動態に つい て理 解 する必 要が ある 。 この際 、
正常組 織の 恒常 性 が崩れ 、動 態が 異 常にな るこ とで 癌 となる こと を考 慮 して、 ま
ずは正 常組 織の 動 態につ いて も正 確 に理解 を進 めて い く 必要 があ る 。 こ のため に
は、実 際の 組織 が 動いて いる とこ ろ を ある 程度 の時 間 連続的 に 観 察す る 必要が あ
るが 、結 腸が 生体 内 に位置 して いる 以 上、既存 の実 験的 手 法のみ では 限界 が あ る。
近年、 この よう な 問題を 克服 する た めの ア プロ ーチ と して、 生体 内よ り 採取し た
幹細胞 を特 定の 条 件化で 培養 する こ とで、 生体 組織 と 同等の 構造 を持 つ 組織を 形
成させ 、in  v i tro 条件下に あっ ても in  v ivo と同様 の細 胞 動態を 観察 する こ とので
きるオ ルガ ノイ ド 構築の 手法 など も 開発さ れて いる 。 一方、 実験 的手 法 を補完 す
る上で 有効 と認 め られて いる 手法 に 、コン ピュ ータ 上 に生体 組織 を再 現 する、 数
理モデ ルシ ミュ レ ーショ ン手 法が 存 在する 。こ の手 法 では、 実験 より 得 られた 静
的デー タを 基に し て、実 際の 組織 と 同様の 細胞 動態 を 示す数 理モ デル を 構築し 、
モデル を用 いた シ ミュレ ーシ ョン よ り動的 デー タを 獲 得する こと で、 正 確性の 高
い予測 を行 うこ と ができ る。 この 数 理モデ ル を 利用 し た手法 では 、 １ ） 現実で は
起こり えな い条 件 を試す こと がで き る、２ ）長 期間 の 培養時 間を 必要 と する実 験
手法に 対し て、 設 定次第 では より 短 い時間 で再 現を 行 うこと がで きる 、 ３）実 体
を用い ない ため 、 多量の 回数 をこ な すこと がで きる 、 ４）実 験動 物を 損 なうこ と
がない ため 、 3R の 原則に 貢献 する こ とがで きる 、な ど の利点 が存 在す る 。  
 本研 究で は、 上 記のよ うに 発生 す る癌の 臨床 学的 重 要性、 およ び実 験 データ が
数多く 蓄積 され て いる組 織で ある こ と を鑑 み 、「 結腸 」、特に マウ スの 結 腸を対 象
として 数理 モデ ル シミュ レー ショ ン 研究 に 取り 組ん だ 。特に 、結 腸組 織に お いて、
幹細胞 が局 在し 細 胞動態 が激 しい「 結 腸陰窩 」部分 につ い て数理 モデ ルを 構 築し、
シミュ レー ショ ン 研究を 実行 した 。 本研究 では 、こ れ まで当 研究 室で 構 築され て
きたヒ ト結 腸陰 窩 数理モ デル をベ ー スとし て、 マウ ス 結腸陰 窩数 理モ デ ルの構 築
を行い 、細 胞死 発 生メカ ニズ ムの 実 装、 お よび 三次 元 化など の必 要な 機 能を追 加
し改良 を行 った 。最 終的な 目標 は 、「 数 理モデ ルに より 結 腸癌の 仕組 みを 再 現する
こと」 であ り、 そ のため に必 要と な る機能 の実 装を 進 めた。  
 本論 文は 5 章よ り構成 され る。 以 下に各 章の 概要 を 述べる 。  
 第 1 章で は、 結 腸動態 を理 解す る ための 実験 的 研 究 とその 結果 得ら れ た知見 、
および 腸陰 窩を 対 象とし た 数 理モ デ ル構築 の既 往研 究 につい て概 説し た 。特に 結
腸陰窩 内の 恒常 性 維持の 仕組 みと し て「細 胞数 増加 」 をもた らす 細胞 分 裂に強 く
関わる 増殖 細胞 の 動態、 およ び組 織 内恒常 性維 持機 構 におい て細 胞分 裂 と対に な
り「細 胞数 減少 」 をもた らし 、抑 制 機構と し て 発癌 に 強くか かわ って い る細胞 死
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の動態 に関 して 、 検証の ため に用 い られる 数値 指標 で ある Labe l ing Index（ LI）
およ び Apoptos is  Index（ AI）の 実験 的計測 法と 過去 に 得られ た結 果を 示 した。
さらに 、こ れら の 既往研 究を 踏ま え て、本 研究 で構 築 する数 理モ デル の オリジ ナ
リティ ーお よび 実 施する シミ ュレ ー ション の目 標を 明 らかに した 。  
 第 2 章 では 、組 織内の 恒常 性に つ いて 、ま た発 癌動 態につ いて 考慮 す る上で 重
要であ るに もか か わらず 、健 常時 の 発生 率 が極 めて 低 いため に省 略さ れ てきた 細
胞死の 仕組 みに つ いて、 モデ ル内 に 実装を 行っ た 結 果 につい て述 べた 。 まず前 準
備とし て、 これ ま で使用 され てき た ヒト結 腸陰 窩を 対 象とし たモ デル を 、実験 デ
ータの 入手 しや す さ等の ため にマ ウ ス結腸 陰窩 モデ ル へと改 変し 、LI の 実験デ ー
タへの フィ ッテ ィ ングに より メカ ニ ズム お よび 設定 パ ラメー タが 現実 と 比較し て
妥当で ある こと を 示した 。 つ づい て 、構築 した マウ ス 結腸陰 窩モ デル に 、既往 研
究より 獲得 した 情 報を 基 に、 細胞 に おける アポ トー シ スの進 行状 況を 示 す変数 を
追加し 、一 度開 始 される と時 間経 過 に応じ て段 階的 に 進行す るよ う設 定 するこ と
で、ア ポト ーシ ス 発生の メカ ニズ ム を実装 した 。健 常 時はア ポト ーシ ス 発生確 率
が極め て低 く 、評 価 が難し いた め 、本 研 究では 線照 射に よ るアポ トー シス 誘 導を
行った 場合 の結 腸 陰窩内 細胞 死発 生 分布（ AI）の実 験 データ に着 目し た 。本 研究
で構築 した アポ ト ーシス モデ ルを AI デー タへ フィ ッ ティン グ さ せた 結 果、時 間
的・空 間的 分布 に ついて 同時 によ く 一致さ せる こと の できる パラ メー タ 値の組 み
合わせ を決 定す る こと が でき 、ア ポ トーシ スメ カ ニ ズ ムの実 装 に 成功 し た。  
 第 3 章 では 、結 腸陰窩 の二 次元 平 面モデ ルの 欠点 を 克服す るた めの 三 次元空 間
モデル の構 築を 行 った。 結腸 陰窩 は 試験管 様形 状を し ている にも かか わ らず 、 こ
れまで 多く の研 究 者 は円 筒形 へ単 純 化 した 二次 元平 面 モデル を用 いて き た。 本 研
究では 、こ の単 純 化によ って 生じ る モデル －実 組織 間 での 細 胞動 態 の 相 違に注 目
した。 細胞 動態 に 及ぼす 影響 を明 ら かにす るた めに 、 三次元 空間 上で モ デルを 構
築し 、第 2 章で 構 築した 二次 元モ デ ルとの 結果 の比 較 を 試み た 。数 式に より決 定
される 回転 体を 用 いて陰 窩の 形状 を 規定し 、そ の上 に 細胞を 並べ て三 次 元的な モ
デルを 構築 した 。 健常時 の腸 上皮 細 胞は、 陰窩 内も 含 め単層 構造 をと っ ている た
め、モ デル 中で も 同様に 細胞 が単 層 を形成 して 基底 膜 上に並 ぶよ うに 設 計する 必
要があ る。 この 点 につい て、 当初 は 、周辺 の細 胞に よ る押出 しの 力に よ り基底 膜
から離 れす ぎた 細 胞が上 皮か ら排 除 される ano ik is メカニズ ムを 考慮 し て実装 す
ること を考 えた 。 しかし 、結 腸陰 窩 内では ano ik is が発生し てい ない と 考えら れ
る報告 があ るこ と を確認 し、 これ ら の細胞 を全 て基 底 膜上に 戻す よう に 設定し 直
すこと で、 既往 研 究より 得ら れた 知 見に見 合う シナ リ オにし た。 二次 元 モデル の
場合と 同様 、 LI お よび AI の フィ ッテ ィング によ り、 三 次元モ デル にお い ても 二
次元モ デル と 同 様 の現象 を観 察で き ること を 示 し、 マ ウス結 腸陰 窩を 対 象とし た
三次元 モデ ルの 構 築を達 成し た。 そ の後、 三次 元モ デ ルと二 次元 モデ ル との間 で
増殖関 連お よび ア ポトー シス 関連 パ ラメー タ値 の比 較 を行い 、 こ れら の モデル 間
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に存在 する 相違 を 明らか にし た 。 三 次元モ デル では 、 陰窩底 部三 次元 形 状の再 現
のため に 、x 軸 に沿 った高 さ（ m 単位 ）と 基底 膜に 沿っ た 細胞位 置（細 胞数 c e l l s
単位） との 間の 関 係性が 変化 し、 幹 細胞の 存在 可能 領 域が拡 張し たこ と で、異 な
る増殖 能力 を持 つ 細胞ご との 空間 分 布が、 二次 元モ デ ルの場 合と 比べ 全 体的に 頂
部側へ と細 胞 〜 個分移 行が 見ら れ た。こ の分 布の 相 違によ り、 対象 と なる細 胞
種の違 いの ため に 、 LI の分 布は 変わ らなか った もの の 、 AI の分 布に 明確 な相違
が現れ たこ とか ら 、 細胞 の空 間分 布 に対し て厳 密な 検 討が求 めら れる よ うな細 胞
動態検 証を 行う 際 には、 三次 元モ デ ル が有 効で ある こ と を示 した 。  
 第 4 章 では 、第 3 章で明 らか とな っ た「形 状が 異な る 二次元 モデ ルと 三 次元モ
デルと の間 で一 部 の細胞 動態 に相 違 が生じ る 」 とい う 結果に 基づ き 、 組 織形状 の
変化が 組織 中の 細 胞動態 に影 響を 与 えてい る可 能性 に 注目し 、形 状 の 異 なる三 次
元モデ ル間 での 結 果比較 によ り検 証 した。 二次 元モ デ ルでは 実現 でき ず 、三次 元
化によ り初 めて 実 現可能 とな った 、 モデル の形 状を 変 化させ ると いう ア プロー チ
を用い て、 これ ま で検証 報告 が 皆 無 であっ た 、 異な る 形状を 持つ 三次 元 モデル 間
の細胞 動態 比較 を 、LI 曲線 およ びモ ノ クロー ナル 化シ ミ ュレー ショ ン結 果 の比較
により 実行 した 。 使用す るパ ラメ ー タ値が 同一 であ っ ても、 底部 形状 （ ≒曲率 ）
または 陰窩 開口 部 の半径 が異 なる 場 合には 、獲 得さ れ る LI 曲 線が 異な るとい う
結果か ら、 陰窩 の 形状が 細胞 動態 に 影響を 与え 得る こ とを示 した 。ま た 底部形 状
を変化 させ た場 合 に注目 して さら に 検証を 進め 、異 な るパラ メー タ 値 を 使用し 同
等の LI 曲線 が獲 得され るよ う設 定 した場 合で あっ て も、モ ノク ロー ナ ル化シ ミ
ュレー ショ ンの 結 果が異 なり 、底 部 の曲率 が小 さく 底 部形状 がよ り「 尖 った」 形
になる につ れ、 陰 窩内細 胞が より 早 く流出 する 傾向 に あるこ とを 予測 し た。 こ れ
らの結 果は 、 組 織 の形状 変化 が組 織 内の細 胞動 態へ 及 ぼす影 響を 無視 で きない こ
とを示 す重 要な 証 拠であ り、 結腸 癌 の仕組 みを 数理 モ デルに より 再現 す る 場合 に
慎重に 考慮 すべ き 因子で ある こと を 明らか にし た 。  
 第 5 章 は、 本論 文の総 括 お よび 今 後の展 望を 述べ た 。  
 以上 、本 論文 で は、結 腸陰 窩を 対 象とし た 数 理モ デ ルの構 築、 およ び そのモ デ
ルを用 いた シミ ュ レーシ ョン 研究 に よ り、 結腸 陰窩 の 細胞動 態に つい て 、コン ピ
ュータ 上で の再 現 および 新た な予 測 の提示 を達 成し た 。本研 究に おい て 一端を 示
すこと がで きた 、 組織形 状 － 組織 内 細胞間 動態 の関 係 性につ いて 、今 後 実験的 研
究が進 めら れる こ とで、 組織 形状 が 大幅に 変化 する 発 癌の仕 組み につ い て、さ ら
に理解 を深 め、 そ の治療 法探 索に 貢 献でき るも のと 期 待され る。  
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